Aislamiento y elucidación estructural de los metabolitos secundarios presentes en Helenium aromaticum (Hook.) L.H. Bailey "manzanilla macho" y evaluación de la actividad antibacteriana. by Hernández Peña, Marcos Joel & Mendoza Bautista, Roberto Carlos
"''''"''''"'_,.,.. 
~- "- • ·- - ~-,1 • 
r.~.---------------------------------~~~ 
UNIVERSIDAD NACIONAL "SAN LUIS GONZAGA" DE ICA 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA 
~\ON~~L 844'<~ 
~ ~ ~ " :;;¡. ii) MANTA LLAQ g 
~~~~ ~ ~,\21, 40 
ICA HATUN YACHAY HUASI 
Aislamiento y elucidación estructural de los metabolitos secundarios presentes en 
Helenium aromaticum (Hook.) L.H. Bailey "manzanilla macho" y evaluacion de la 
actividad antibacteriana 
TESIS 
PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE : 
BIÓLOGO 
PRESENTADO POR: 
Bach. Marcos Joel, Hernández Pefta 
Bach. Roberto Carlos, Mendoza Bautista 
ICA ·PERÚ 
2015 
~~.---------------------------------~-'~ 
DEDICATORIA 
Dedico este trabajo principalmente a Dios, por haberme dado la vida y permitirme el 
haber llegado hasta este momento tan importante de mi formación profesional. 
A mis padres María y Marcos por enseñarme que los sueños se logran a base de 
esfuerzo y dedicación. Por darme una carrera para mi futuro y por creer en mí, 
aunque hemos pasado momentos difíciles siempre han estado apoyándome y 
brindándome todo su amor, por todo esto les agradezco de todo corazón el que 
estén a mi lado. 
A mi tía Graciela que siempre está presente desde el cielo cuidándome y 
orientándome que caminos tomar, a mi hermana Silvana y a mi enamorada 
Amanda por el apoyo brindado en todo momento y las fuerzas para seguir adelante. 
Marcos Joel, Hernández Peña 
A mi familia por el apoyo brindado durante todos estos años, en especial a mi 
madre: Maruja, mujer digna que me enseñó los valores de la responsabilidad y 
fortaleza; a ella todo mi amor, consideración y respeto eterno. 
A la familia Mendoza Justiniano por su apoyo incondicional en mis primeros años 
como Estudiante. A todas las personas que me apoyaron moral y espiritualmente 
en mi formación humana y profesional; gracias por el apoyo y la confianza 
depositada. 
A mis abuelos, que desde el cielo observan mi camino y que deben estar orgulloso 
de mis logros; siempre los tendré presentes. 
Roberto Carlos, Mendoza Bautista 
AGRADECIMIENTOS 
El presente trabajo es el resultado del esfuerzo en conjunto y del apoyo de 
personas que de una u otra manera han hecho posible su culminación; por ello un 
especial y sincero agradecimiento a nuestros asesores: a la Mblga. Marianella 
Salinas Fuentes, al Blgo. Luis Cartagena Siguas y a la Dra. Haydeé Chávez 
Orellana, por sus invalorables enseñanzas, consejos y permanente asesoría 
brindados durante la realización del presente trabajo investigación. 
Al Blgo. Alfonso Orellana García, (Coordinador e Investigador del Proyecto Kew 
Gardens-Perú) por la identificación botánica del material vegetal. 
A los Biólogos Edson Pacheco Ascencio y Juan Ramírez lllescas del Instituto 
Nacional de Salud (INS), que nos brindaron las especies bacterianas para realizar 
el presente estudio. 
Al Blgo. Alejandro Florentinii Carranza del Hospital María Auxiliadora, por el apoyo 
en el análisis estadístico del presente trabajo de investigación. 
A los integrantes de la Asociación Científica de Investigación Farmacéutica (ACIF) 
de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional San Luis 
Gonzaga de lea, en especial a Carlos Gustavo Cáceres Jiménez con quien 
compartimos momentos de enseñanzas. 
Al técnico de laboratorio de Microbiología y Parasitología José Manuel Medina 
Angulo de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional San Luis 
Gonzaga de lea por sus enseñanzas, sugerencias y servicios. 
¡¡ 
ÍNDICE 
Pág. 
DEDICATORIA ................................................................................. i 
AGRADECIMIENTOS ........................................................................ ii 
RESUMEN ...................................................................................... iii 
ABSTRACT .................................................................................... iv 
l. INTRODUCCIÓN ............................................................................ 01 
11. ANTECEDENTES ........................................................................... 04 
111. MATERIAL Y MÉTODOS ................................................................. 06 
3.1. Material. ..................................................................................... 06 
3.1.1. Material botánico .................................................................. 06 
3.1.2. Material microbiano ............................................................... 06 
3.2. Métodos para el estudio fitoquímico ................................................... 07 
3.2.1. Recolección y tratamiento de la muestra vegetal. ........................ 07 
3.2.1.1.Recolección del material vegetal .................................... 07 
3.2.1.2.Tratamiento de la muestra ............................................ 08 
3.2.2. Ensayo fitoquímico ................................................................ 08 
3.2.2.1. Obtención del extracto etanólico .................................... 08 
3.2.2.2.Screening fitoquímico ................................................. 09 
3.2.2.2.1. Obtención de las fracciones ............................. 09 
3.2.2.3.1dentificación de metabolitos secundarios ........................ 1 O 
3.2.3. Separación de los metabolitos secundarios mediante técnicas 
cromatográficas .................................................................... 13 
3.2.3.1. Cromatografía en capa fina (CCF) ................................. 13 
3.2.4. Evaluación de la actividad antibacteriana ................................... 14 
3.2.4.1.Reactivación de las especies bacterianas ........................ 14 
3.2.5. Evaluación de la actividad antibacteriana de las fracciones del 
extracto etanólico ................................................................. 14 
3.2.5.1. Preparación de las fracciones a evaluar .......................... 15 
3.2.5.2. Preparación del inóculo ............................................... 15 
3.2.5.3. Preparación de los controles ........................................ 15 
3.2.5.4.Método de difusión en agar (excavación en placa) ............ 16 
3.2.6. Separación y aislamiento de los metabolitos secundarios de la 
fracción más activa mediante cromatografía en capa fina preparativa 
(CCFP) .............................................................................. 17 
3.2.7. Evaluación de la actividad antibacteriana de las bandas aisladas de 
la fracción más activa ............................................................ 18 
3.2.8. Repurificación de la banda. que presento mayor actividad 
antibacteriana mediante técnicas cromatográfica ........................ 18 
3.3. Elucidación estructural de los metabolitos secundarios responsables de la 
actividad antibacteriana .................................................................. 19 
3.4. Análisis estadístico ........................................................................ 19 
IV. RESULTADOS ............................................................................... 21 
V. DISCUSIÓN .................................................................................. 61 
VI. CONCLUSIONES ........................................................................... 69 
VIl. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS .......................................... 70 
VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................... 71 
IX. ANEXOS ...................................................................................... 77 
RESUMEN 
El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo aislar y elucidar 
estructuralmente los metabolitos secundarios mayoritarios obtenidos de la fracción 
que presentó mayor actividad antibacteriana del extracto etanólico de He/enium 
aromaticum (Hook.) Bailey. Se recolectó la parte aérea del material vegetal para la 
realización del ensayo fitoquímico que consiste en la obtención del extracto 
etanólico por el método de reflujo y la realización del screening fitoquímico para 
la determinación de los metabolitos secundarios. 
Para la evaluación de la actividad antibacteriana se utilizó el método de difusión en 
agar (excavación en placa) de las fracciones del extracto etanólico de Helenium 
aromaticum a diferentes concentraciones frente a 1 O especies bacterianas. 
A la fracción que presentó mayor actividad antibacteriana se le realizaron técnicas 
cromatográficas para la separación y aislamiento de los metabolitos secundarios 
mayoritarios y la elucidación estructural mediante técnicas espectroscópicas (RMN 
1H, RMN 13C) y experimentos bidimensionales (COSY, HSQC). 
El screening fitoquímico del extracto etanólico presentó los siguientes metabolitos 
secundarios: taninos, flavonoides, aminoácidos, triterpenoides y/o esteroides, 
lactonas sesquiterpénicas, alcaloides, catequinas. La fracción "C" del extracto 
etanólico presentó mayor actividad antibacteriana in vitro sobre las 1 O especies 
bacterianas evaluadas. En la elucidación estructural de los metabolitos secundarios 
mayoritarios de la fracción "C" se determinó la estructura de lactonas 
sesquiterpénicas conocidas como helenalina, acetato de helenalina. 
Palabras clave: Helenium aromaticum, actividad antibacteriana, helenalina. 
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ABSTRACT 
The present research aimed to isolate and structurally elucidate the majar 
secondary metabolites obtained from the fraction showed higher antibacterial 
activity of ethanol extract of Helenium aromaticum (Hook.) Bailey. The aerial part of 
the plant material for carrying out the assay phytochemical consisting of ethanol 
extract obtained by the method of performing the reflow and phytochemical 
screening for the determination of secondary metabolites was collected. 
The agar diffusion method (plate digging) fractions of ethanolic extract at different 
concentrations Helenium aromaticum against 1 O bacteria! species was used for the 
evaluation of the antibacterial activity. 
The fraction showed higher antibacterial activity was performed chromatographic 
techniques for the separation and isolation of the majar secondary metabolite. 
Finally the structural elucidation by spectroscopic techniques (1 H NMR, 13C NMR) 
and two-dimensional experiments (COSY, HSQC) was performed. 
The phytochemical screening of the ethanol extract secondary metabolites present 
the following: tannins, flavonoids, amino acids, triterpenoids and 1 or steroids, 
sesquiterpene lactone, alkaloids, catechins. The "C" fraction of ethanol extract 
showed higher antibacterial activity in vitro on the 10 bacteria! species tested. In the 
structural elucidation of the majar secondary metabolite of the "C" structure fraction 
known as helenalina sesquiterpene lactones, helenalin acetate was determined. 
Keywords: Helenium aromaticum, antibacterial activity, helenalina. 
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l. INTRODUCCIÓN 
Parte de la biodiversidad son las plantas, un gran número de ellas, son utilizadas con 
fines medicinales. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), y la 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación (FAO), se calcula que las 
dos terceras partes de la población mundial (4 000 millones de personas), recurren al 
uso de plantas con fines medicinales. En el Perú, se utiliza empíricamente, alrededor 
de 1 400 especies de plantas con fines medicinales, cuyo uso popular se registra 
durante miles de años <1· 2>. 
La familia Asteraceae es la más numerosa del reino vegetal y se calcula que está 
formada por aproximadamente 1 500 géneros y unas 32 000 especies a nivel mundial, 
está presente prácticamente en toda la superficie del planeta, y es especialmente 
abundante en las regiones áridas y semiáridas. En esta familia se presentan especies 
con uso alimentario, medicinal, pero también algunas contienen sustancias tóxicas 
para los animales, otras son utilizadas como insecticidas y fitorreguladores <3•4>. Estas 
tienen un potencial natural como productos para el control de insectos y plagas debido 
a que una gran cantidad de especies producen lactonas sesquiterpénicas (más de 3 
000 estructuras) en grandes cantidades(> 2% de peso seco); aunque algunas no son 
tóxicas, tienen un sabor sumamente amargo, lo que disuade a los insectos al 
alimentarse de esas plantas. Se ha demostrado que tienen propiedades antitumorales, 
antinucleares, cardiotónicas y neurotóxicos. También se han identificado alcaloides 
pirrolizidínicos y poliacetilenos extremadamente citotóxicos, los cuales tienen 
propiedades insecticidas, nematicidas, fungicidas y antibacterianas <5>. Las tribus más 
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ricas en lactonas sesquiterpénicas la Heliantheae, Helenieae, Anthemidae y 
Eupatorieae <6•7>. La tribu Helenieae pertenece a la familia Asteraceae que está 
integrada por unos 60 géneros y unas 500 especies de plantas distribuidas 
principalmente en América <8>. 
El género Helenium se encuentra distribuido en América del Norte y parte de América 
del Sur y es sujeto de investigaciones científicas debido a la presencia de sus lactonas 
sesquiterpénicas que presentan <9·10>. La especie Helenium aromaticum (Hook.) L.H. 
Bailey es endémica de Chile y está distribuida desde la región de Valparaíso 
(Aconcagua) hasta la Concepción, es llamada por sus pobladores como "manzanilla 
del campo", "manzanilla del cerro" <11 >; y en el Perú se encuentra distribuida en los 
departamentos de lea, Arequipa, Ayacucho, es llamada por sus pobladores como 
"manzanilla macho" <12·13>. 
La medicina tradicional, generalmente se refiere a extractos obtenidos de una fuente 
natural o al uso directo de una infusión o una planta. En la actualidad en la industria 
farmacéutica moderna no es posible emplear extractos o infusiones debido a que son 
mezclas complejas. En ellas se encuentra la molécula con actividad biológica y un sin 
número de otros compuestos. Por ello, es que el principio activo, es decir la sustancia 
química que ataca directamente los síntomas de la enfermedad, debe extraerse del 
medio natural y purificarse de la mezcla inicial. La extracción de los metabolitos, se 
realiza generalmente de las partes del vegetal, aislando y purificando las células 
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(empleando generalmente disolventes de tipo orgánico de distinta polaridad como el 
metano!, etanol, diclorometano, acetato de etilo y el benceno, etc., en donde el 
metabolito es soluble). Este tipo de disolventes son poco miscibles en agua por lo que 
se forman dos fases, una acuosa y otra orgánica (soluble en disolventes orgánicos). El 
metabolito y algunos otros compuestos al ser más afines al disolvente orgánico pasan 
de la fase acuosa a ésta, teniendo así una mezcla menos compleja. Sin embargo, esta 
mezcla se debe separar empleando distintos métodos físicos de separación. Los más 
recurrentes son la decantación, la centrifugación y distintos tipos de cromatografías (en 
placa, de columna abierta, de líquidos, etc.) y utilizar técnicas espectroscópicas para 
elucidar la estructura del principio activo <34>. 
El motivo por el cual se realizó este estudio fue que los pobladores de la zona de 
Molletambo, distrito de Yauca del Rosario, región y departamento de tea, utilizan la 
parte aérea de la especie H. aromaticum "manzanilla macho"; en infusiones contra 
dolores estomacales, infecciones dérmicas y problemas respiratorios. 
Considerando que en nuestro país no se reportan estudios sobre la actividad 
antibacteriana de la especie H. aromaticum, la presente investigación tuvo por 
objetivos aislar y elucidar estructuralmente los metabolitos secundarios mayoritarios de 
la fracción que presenta mayor actividad antibacteriana; realizar la partición del 
extracto etanólico de H. aromaticum y el screening fitoquímico para la identificación de 
los metabolitos secundarios. 
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11. ANTECEDENTES 
De la especie H. aromaticum (Hook.) L.H. Bailey "manzanilla macho", se han 
encontrado estudios sobre los constituyentes que presenta, pero no se han encontrado 
su actividad antibacteriana, motivo por el cual se cita una referencia a nivel 
internacional del género: 
~ Wener y Col. (1963), en México determinaron los constituyentes de las 
especies Helenium. La estructura de hetenalina y mexicanina A, informaron por 
primera vez las estructuras estableciendo de estas lactonas sesquiterpénicas 
helenalina, balduilina, mexicanina-1 y neohelenalina (mexicanina O) <n"». 
» Romo y Nathan (1963), en Chile, reportaron los constituyentes de Helenium 
aromaticum (HOOK) BAILEY y las estructuras de aromatin y aromaticin por 
primera vez, aislando la helenalina, mexicanin 1 y dos nuevas lactonas 
sesquiterpénicas; aromatin y aromaticin de la especie chilena Helenium 
aromaticum. Las nuevas lactonas tienen las estructuras establecidas Aromatin 
es de 6 desoxihelenalina y aromaticin es 6 desoximexicanin 1 (!!>. 
» Clark (1982), en EE.UU. realizó un estudio de una sustancia amarga que 
produce estornudos aislada de Helenium autumnafe. Para este compuesto se 
ha propuesto por primera vez el nombre de .. helenalina". Se ha demostrado por 
análisis del material que hubo varios de sus derivados que tiene la fónnula 
CtsHta04 y que la molécula contiene un grupo hidroxilo y dos dobles enlaces (16l. 
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~ Alvarenga y Col. (2001 ), en Brasil, realizaron un estudio quimiosistemático de 
compuestos naturales aislados de asteraceae mediante caracterización por 
análisis de componentes principales, reportando para la tribu heleniaea la 
presencia de lactonas sesquiterpénicas y flavonoides <14>. 
~ Barrera y Col. (2011), en México, evaluaron la actividad antibacteriana de ocho 
extractos diferentes de las flores de Helenium mexicanum HBK; frente a 10 
bacterias patógenas humanas, mediante los métodos: disco de difusión, 
dilución en caldo y bioautografía, presentando los extractos de macerados de 
acetona (MA) y soxhlet-cloroformo (SC) la mayor actividad antibacteriana contra 
siete bacterias. El extracto macerado de acetona (MA) se fraccionó con 
cloroformo (CF) y metano! (MF) con valores de MIC de O, 125 mg/ml y presentó 
la más alta actividad frente Staphylococcus aureus. 
Mediante el análisis de bioautografía de (CF) reveló al menos 6 componentes 
antibacterianos con diferentes zonas de inhibición mientras que (MF) reveló 
solo un punto de inhibición <15>. 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Materiales 
3.1.1.Material botánico 
La especie H. aromaticum (Hook.) L.H. 6ailey "manzanilla macho", fue 
procedente de la zona de Molletambo, distrito de Yauca del Rosario, 
región y departamento de lea. 
3.1.2.Material microbiano 
Las especies utilizadas en el estudio fueron procedentes del Instituto 
Nacional de Salud (INS), las cuales fueron: 
~ Bacterias Gram positivas: 
• Bacil/us cereus (6358600030751) 
• Bacil/us subtilis (6358600030738) 
• Enterococcus faecalis (6358600030152) 
• Staphylococcus aureus (6358600030763) 
~ Bacterias Gram negativas: 
• Escherichia coli (6358600030691) 
• Pseudomona aeruginosa (6358600030290) 
• Klebsiella pneumoniae (6358600030205) 
• Salmonella typhi (6358600030664) 
• Shigella dysenteriae (6358600030327) 
• Proteus vulgaris (6358600030288) 
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3.2. Métodos para el estudio frtoquímico 
3.2.1. Recolección y tratamiento de la muestra vegetal 
3.2.1.1. Recolección del material vegetal 
La especie vegetal H. aromaticum (Hook.) L.H. Bailey fue recolectada 
por los autores en la zona de Molletambo, distrito de Y auca del Rosario, 
región y departamento de lea; en los puntos de georreferenciación 
(GPS): latitud {S): 14°11'1.73", longitud~: 75°22'47.28", en los meses 
de Diciembre 2013 - Enero 2014. Para la recolección de la muestra, se 
delimitó un sector no mayor de 120m2, el cual se dividió en cuadrantes 
pequeños y se recolectó la muestra de cada subcuadrante identificando 
sectores con comportamientos productivos homogéneos y 
representativos de las áreas a manejar. Mediante las observaciones 
visuales directas se evitó colectar muestras en sectores no 
representativos aún dentro de las áreas delimitadas como uniformes. La 
recolección se realizó en horas de la mañana, utilizando una tijera de 
podar y se utilizaron bolsas de papel kraft para su transporte a la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional San Luis 
Gonzaga de lea. 0Jer anexo, Fig. 30). 
3.2.1.2. Tratamiento de la muestra 
Pre-selección: Una vez realizada la recolección, se seleccionó la 
muestra vegetal en buen estado y se colocó en bolsas de papel kraft 
para evitar procesos de descomposición. 
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Limpieza: Se limpió la parte aérea de las muestras de H. aromaticum 
con paños húmedos para eliminar los residuos de tierra, suciedad, grasa 
u otras materias. 
Secado: La muestra se colocó al aire libre en un lugar seco y sin 
presencia de rayos solares por un periodo de 21 días. Por otro lado se 
tomó una muestra representativa de lo recolectado para la clasificación 
taxonómica que fue realizado por el Blgo. Alfonso Orellana García 
coordinador e investigador del proyecto Kew Gardens-Perú. Ner anexo, 
Fig.48). 
Selección: Se seleccionó la parte aérea seca en buen estado de H. 
aromaticum. Se descartó el material vegetal en mal estado a causa de 
hongos y/o factores ambientales. 
Conservación: Posterior a la selección, la muestra se almacenó en 
bolsas confeccionadas de papel kraft hasta su posterior estudio <18• 19 ·20>. 
Ner anexo, Fig. 31). 
3.2.2. Ensayo fitoquímico 
3.2.2.1. Obtención del extracto etanólico 
Se obtuvo el extracto etanólico a partir de 7 kg de la parte aérea de H. 
aromaticum las cuales fueron secadas y molidas. 
Los metabolitos secundarios fueron extraídos por el método de reflujo 
por un tiempo de 4 horas hasta agotamiento con etanol de 96°, 
posteriormente se concentró en un rotavapor modelo HEIDOLPH 
LABORA TORA 4000 hasta sequedad. Se obtuvo 460 g de extracto seco 
de color marrón oscuro <21 >. Ner anexo, Fig. 32). 
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3.2.2.2. Screening fltoquímico 
Se realizó el reconocimiento de los metabolitos secundarios mediante 
reacciones de coloración y/o precipitación <19· 20>. 
3.2.2.2.1. Obtención de las fracciones 
A partir de 460 g de extracto etanólico seco, se realizó el 
fraccionamiento por extracción con disolventes orgánicos de 
diferentes polaridad que facilitan la separación de los metabolitos 
secundarios. 
Se realizó el siguiente procedimiento: 
)o> Se separó 1 O g de la muestra lo que constituyó la fracción 
"A". 
)o> A la muestra restante se le agregó 700 ml de HCI al 1%, se 
filtró y se obtuvo 2 partes, una insoluble que se lavó con agua 
destilada hasta llegar a pH neutro, se filtró y dejó secar a 
temperatura ambiente, para ser disuelto en 200 ml de 
diclorometano constituyendo la fracción "B". 
)o> La parte soluble ácida se neutralizó con 7 ml de hidróxido de 
amonio al 25%, hasta pH 11, se colocó la solución en una 
pera de bromo y se agregó porciones de 1 00 ml de 
diclorometano, se agitó fuertemente separándose dos fases, 
se colectó la fase diclorometánica; esta operación se repitió 3 
veces; al juntarse las tres repeticiones se dejó secar la fase 
diclorometano a temperatura ambiente, constituyendo esta la 
fracción "C". 
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;.. A la fase acuosa se agregó 1 00 mL de diclorometano-etanol 
en la proporción 6:4, se agitó y dejó separar la dos fases 
orgánicas, luego se colectó la fase diclorometánica-etanólica, 
repitiéndose esta operación 8 veces; se filtró constituyendo 
esta la fracción "D". 
;.. La solución acuosa restante se secó a temperatura ambiente, 
constituyendo esta la fracción "E". fl/er anexo, Fig. 33). 
3.2.2.3. Identificación de metabolitos secundarios 
Para la identificación de metabolitos secundarios de las diferentes 
fracciones obtenidas, se emplearon reacciones de coloración y/o 
precipitación 19• 
Se realizaron los siguientes ensayos de identificación de metabolitos 
secundarios. 
a) Detección de taninos: 
./ Reacción de cloruro férrico: En un tubo de ensayo se 
colocó 0,5 mL de la fracción "A" y se agregó una gota de 
solución acuosa de FeCb 1 %. 
La reacción es positiva cuando aparecen colores azul-negro, 
verde o azul verdoso . 
./ Reacción de gelatina-sal: Se agregó 0,5 mL de extracto de 
la fracción "A" sobre 5 mL de solución de NaCI 5%, gelatina 
1% y gelatina-sal, la precipitación con este último reactivo o 
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con ambos el 1 o y 2° es indicativo de la presencia de taninos, 
si solamente ocurre con el1°, podría ser un falso positivo. 
b) Detección de aminoácidos: 
./ Reacción de ninhidrina: Sobre tiras de papel de filtro se 
colocó con un capilar: 
•!• Una gota de fracción "A" más una gota del reactivo de 
ninhidrina. 
•!• Blanco: Una gota de solución etanólica de ninhidrina al 
2%. 
•!• Testigo: Una gota de solución de metionina 5%. 
Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel 
se colocaron en la estufa a 11 0-120°C hasta la aparición de 
un color en el blanco. Se comparó con la mancha azul 
violácea de la solución testigo. 
La reacción es positiva si el papel de la muestra presenta un 
color azul violáceo. 
e) Detección de flavonoides: 
./ Reacción de Shinoda: En una placa se agregó 3 gotas de 
la fracción "A" disuelta en etanol, limaduras de Mg y 2 gotas 
de HCI concentrado. La reacción es positiva cuando 
aparecen tonos de color rojo, anaranjado y violeta. 
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d) Detección de triterpenoides y/o esteroides: 
Reacción de Lieberman Burchard: Sobre 1 mL de la 
fracción "B" se vertió 5 gotas de ácido acético y 3 mL de 
anhídrido acético/ácido sulfúrico (50:1). 
La reacción es positiva si aparecen colores verde, azul 
verdoso (vía rojo o azul). 
e) Detección de antraquinonas: 
~ Reacción de Bomtrager: Sobre el resto de la fracción "B" se 
agregó 5 mL de NaOH 5% y se agitó suavemente. 
La reacción es positiva si la fase acuosa toma un color rojo. 
f) Detención de lactonas sesquiterpénicas : 
~ Reacción de kedde: Se utilizó dos soluciones; a: ácido 3,5-
dinitrobenzoico 2% disuelto en metanol. b: Hidróxido de 
potasio 5,7% disuelto en agua. Se mezcló las soluciones a+ 
b, en volúmenes iguales esto constituye el reactivo (R). 
Se colocó en un tubo de ensayo 1 mg de la fracción "C" + 2 
gotas del reactivo. 
Si la reacción es positiva si forma un color púrpura o 
violáceo. 
g) Detección de alcaloides: Se evaporó la fracción "C" hasta 
sequedad, luego se agregó 2 mL de HCI 1% y se filtró. Se realizó 
las reacciones de precipitación de Dragendorf, Mayer y Munier. 
La reacción es positiva si aparece un precipitado. 
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h) Detección de leucoantocianidinas y catequinas: 
./ Reacción de Rosenheim: A 0,2 mL de la fracción "D" se 
agregó 0,1 mL de HCI concentrado, luego se calentó durante 
1 O minutos a 100 °C, se dejó enfriar y se adicionó 2 mL de 
agua y 0,4 mL de alcohol amílico, agitar y observar el color en 
la fase amílica. 
La reacción se considera positiva si aparece un color que va 
desde el rosado débil hasta carmesí oscuro. · 
Si es rojo indica presencia de antocianidinas. Si es marrón 
indica presencia de catequinas. 0Jer anexo, Fig. 34, 35, 36, 
37). 
3.2.3. Separación de los metabolitos secundarios mediante técnicas 
cromatográficas 
La separación de los metabolitos secundarios de las fracciones obtenidas 
del extracto etanólico de H. aromaticum se realizó mediante técnicas 
cromatográficas. 
3.2.3.1. Cromatograffa en capa fina (CCF) 
La cromatografía en capa fina se realizó sobre placas cromatográficas 
(7,5 x 4 cm.) de gel de sílice tipo G 60, de 0,25 mm de espesor, con 
indicador de fluorescencia de 254 nm, de la empresa Macherey-Nagel 
Sil GIUV254. 
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Por otra parte se preparó diluciones de las fracciones "A", y "E" disueltas 
en metanol y las fracciones (B, C y D) disueltas en diclorometano, 
obtenidas del extracto etanólico de H. aromaticum las cuales fueron 
sembradas en las placas cromatográficas mediante el uso de capilares. 
Una vez secas las fracciones se colocaron en una cubeta 
cromatográfica. Se usó como fase móvil una mezcla de éter de petróleo: 
acetato de etilo en proporción (6:4). 
La detección de los productos sobre las placas se realizó por 
fluorescencia con luz ultravioleta a 254 y/o 360 nm. Este método se basó 
en el reporte de Lozano (2000). 0/er anexo, Fig. 38). 
3.2.4. Evaluación de la actividad antibacteriana 
Fue realizado en el laboratorio de Microbiología y laboratorio de Biología 
Molecular de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Nacional "San Luis Gonzaga" de lea. Las especies bacterianas fueron 
proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud (INS). 
3.2.4.1. Reactivación de las especies bacterianas 
Las especies procedentes del Instituto Nacional de Salud (INS) fueron 
sembradas por estría en tubos inclinados de agar TSA (por triplicado) 
para su conservación y se utilizó medios de cultivos selectivos para la 
confirmación de las especies bacterianas y su posterior uso. 0Jer anexo, 
Fig. 39). 
3.2.5. Evaluación de la actividad antibacteriana de las fracciones del extracto 
etanólico 
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3.2.5.1. Preparación de las fracciones a evaluar. 
Se pesó 300 mg de cada fracción obtenida (A, 8, C, D, E), del extracto 
etanólico seco y fue suspendido en 1 ml de metanol al 1 00% para 
obtener la concentración de: 300 mg/ml (30%), a partir de ésta 
concentración se diluyó con metanol para obtener concentraciones de: 
20%,10% y 5% <23>. 
3.2.5.2. Preparación del inóculo 
Los microorganismos 24 horas antes de su uso, fueron sembrados en 
caldo nutritivo y se incubaron a 35±2°C por 24 horas <24>. 
Para la preparación de los inóculos de cada bacteria se usaron tubos de 
ensayo con 1 O ml de solución salina fisiológica (SSF) estéril 
transfiriéndose aproximadamente 1 ml de caldo nutritivo con crecimiento 
bacteriano hasta llegar a una turbidez equivalente al tubo N° 5 de 
Macfarland que tiene aproximadamente 1x108 UFC/ml <25>. 0Jer anexo, 
Fig. 40). 
3.2.5.3. Preparación de los controles 
Se utilizaron discos de susceptibilidad antibacteriana como controles. 
Control positivo(+): 
a) Oxacilina; para bacterias Gram positivas se utilizaron discos a 
una concentración de 1 JJg/ml. 
b) Noñloxacina; para bacterias Gram negativas se utilizaron discos 
a una concentración de1 O JJg/ml. 
Para el control negativo {-): 
15 
Se utilizó metanol al 100%, equivalente a lo utilizado en la 
preparación de las concentraciones <26>· 
3.2.5.4. Método de difusión en agar (excavación en placa) 
Se tomó 1 ml del inóculo y se agregó conjuntamente con 20 ml 
Agar Müeller Hinton dentro de un tubo de ensayo con tapa rosca, se 
mezcló por inversión, luego se vertió dentro de una placa Petri estéril 
y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Posteriormente a la 
solidificación se efectuó 5 excavaciones con un sacabocado estéril 
de 6 mm de diámetro, sobre dichas excavaciones se adicionó 50 ~L 
de la fracción a evaluar a distintas concentraciones y el control 
negativo, para el control positivo se utilizó los discos de 
susceptibilidad descritos con anterioridad. Se realizó los ensayos por 
triplicado. Finalmente se llevó a incubar a 3rC por 24 horas. 
La evaluación de los resultados se realizó mediante las lecturas del 
diámetro del halo de inhibición en milímetros (mm) del crecimiento 
de los microorganimos <27). 0Jer anexo, Fig. 41). Se tomó como 
resultado el valor promedio de estas mediciones para calcular el 
porcentaje de inhibición relativa (PIR), de la siguiente manera <28l: 
PIR=Ax100/B 
PIR = porcentaje de inhibición relativa. 
A= promedio del diámetro del halo de inhibición del extracto 
ensayado. 
B= promedio del diámetro del halo de inhibición del antibiótico 
estándar. 
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3.2.6. Separación y aislamiento de los metabolitos secundarios de la fracción 
más activa mediante cromatografía en capa fina preparativa (CCFP) 
Este método se basó en el reporte de Lozano (2000). 
Se utilizaron placas cromatográficas (20 x 20 cm) de 1 mm de espesor 
de gel de sílice tipo G 60, con indicador de fluorescencia de 254 nm, de 
la empresa MERCK SIL G-100 UV 254. 
Se preparó una solución de la fracción más activa de H. aromaticum, en 
la siguiente proporción (7 g de muestra: 13 mL de diclorometano) las 
cuales fueron sembradas en las placas cromatográficas mediante el uso 
de pipetas Pasteur de vidrio en forma de bandas. Una vez seca se 
colocaron en cubetas cromatográficas utilizando como fase móvil éter 
de petróleo: acetato de etilo en proporción (6:4), concluido el desarrollo 
cromatográfico se retiraron las placas y se dejaron secar. 
La detección de los productos se realizó por fluorescencia con luz 
ultravioleta a 254 y/o 360 nm. Se observó la presencia de 6 bandas a las 
que denominamos H1, H2, H3, H4, HS, H6. 
Luego se marcó con una cuchilla el contorno de las bandas a aislar y 
con ayuda de una espátula se desprendieron del soporte de vidrio, se 
colocaron por separado en vasos de vidrio y se disolvieron en acetato de 
etilo, luego se filtraron y cada uno de los productos obtenidos fueron 
cromatografiado por capa fina para observar el grado de pureza, siendo 
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la banda H4 el producto mayoritario puro (Ver anexo, Fig. 46). Se 
guardaron hasta la realización de pruebas posteriores. (Ver anexo, Fig. 
43). 
3.2.7. Evaluación de la actividad antibacteriana de las bandas aisladas de la 
fracción más activa 
A partir de la separación y aislamiento de las bandas de la fracción más 
activa se procedió a realizar la evaluación de la actividad antibacteriana 
por el método de difusión en agar (excavación en placa) tal como se 
describió anteriormente. 
3.2.8. Repurificación de la banda que presentó mayor actividad antibacteriana 
mediante técnicas cromatográficas 
La banda que presentó mayor actividad antibacteriana fue repurificada 
por cromatografía de capa fina preparativa. Tal como se describe 
anteriormente (Ver anexo, Fig. 45). 
De este procedimiento se aislaron cinco principios activos 3.1, 3.2, 3.3, 
3.4, 3.5 a los que denominamos (HA-1, HA-2, HA-3, HA-4. HA-5). 
Siendo el producto HA-1 y HA-2 productos mayoritarios, el producto HA-
2 se aisló como un sólido de color blanco soluble en acetato de etilo, 
diclorometano, cloroformo y metano! (Ver anexo, Fig. 46), el otro 
compuesto mayoritario HA-1 no se mandó a elucidar por las cantidades 
obtenidas ya que para realizar las técnicas espectroscópicas se 
necesitan cantidades no inferiores a 25 mg de producto puro aislado. 
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3.3 Elucidación estructural de los metabolitos secundarios responsables de la actividad 
antibacteriana 
De acuerdo a las cantidades obtenidas fueron enviados para su análisis mediante 
técnicas espectroscópicas de RMN de H1, C13 y experimentos bidimensionales: 
COSY y HSQC, de los productos H4, HA-2 (productos mayoritarios). 
Los espectros se realizaron en la Pontificia Universidad Católica del Perú (PUCP) 
mediante los espectrómetros Bruker Avance (300 MHz) (ver anexo, Fig.47). Los 
productos H4 y HA-2 se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCI3). 
Se utilizó como referencia interna el tetrametilsilano (TMS). Los valores de 
desplazamiento químico (~) se expresan en ppm y las constantes de 
acoplamiento (J) en Hz <21 >. 
Se utilizó el software ACD/LABS para la comparación y simulación de espectros 
obtenidos acompañados con bibliografías que ayudaron a la determinación de la 
estructura de los productos mayoritarios aislados. 
3.4 Análisis estadístico 
Los resultados correspondientes a 3 ensayos independientes se expresaron 
como el promedio ± el error estándar de la media (ESM) y para establecer la 
relación de la actividad antibacteriana (inhibición) del extracto etanólico de H. 
aromaticum (Hook.) L.H. Bailey "manzanilla macho", en función a las diferentes 
variables tales como: extracto, concentraciones y bacterias, se realizó un ANOVA 
multifactorial. Seguido de Dunnet post hoc para comparaciones múltiples. Valores 
de P<0,05 fueron considerados significativos. 
Se realizaron pruebas para determinar qué factores tuvieron un efecto 
estadísticamente significativo sobre inhibición. Se evaluó la significancia de las 
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interacciones entre los factores, las cuales fueron evidenciadas de acuerdo a los 
resultados de las pruebas obtenidas mediante ANOVA, lo que permitió identificar 
los factores de mayor significancia. Los análisis fueron realizados mediante el 
programa estadistico IBM-SPSS versión 21 para todos los análisis estadisticos. 
En las gráficas de barras que se muestran en este estudio las líneas verdes 
representan inferioridad significativa y las lineas rojas superioridad significativa 
respecto al control. 
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IV. RESULTADOS 
Tabla 1: Identificación de metabolitos secundarios del extracto etanólico de H. 
aromaticum (Hook.) L. H. Bailey "manzanilla macho". 
FRACCIONES META80LITOS REACCIONES RESULTADOS 
Flavonoides Rx de Shinoda + 
Aminoácidos Rx de Ninhidrina + 
A Taninos Rx de Gelatina 
Rx de Cloruro férrico + 
8 Triterpenoides y/o Rx de Lieberman Burchard + 
esteroides 
Flavonoides Rx de Shinoda + 
Quinonas Rx de Borntrager 
e Triterpenoides y/o Rx de Lieberman burchard + 
esteroides 
Lactonas sesquiterpénicas Rxde kedde 
+ 
Flavonoides Rx de Shinoda + 
Rx de Mayer + 
Alcaloides Rx de Munier + 
Rx de Dragendorf + 
D Flavonoides Rx de Shinoda + 
Catequinas Rx de Rosenheim + 
Triterpenoides y/o Rx de Lieberman burchard + 
asteroides 
Rxde Mayer + 
Alcaloides Rxde Munier + 
Rx de Dragendorf + 
E Flavonoides Rx de Shinoda + 
Catequinas Rx de Rosenheim + 
A: Extracto etanólico total D: Fracción diclorometánica-etanólica 
8: Fracción insoluble E: Fracción acuosa remanente 
C: Fracción diclorometánica +: Presencia 
-:Ausencia 
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Tabla 2: Evaluación de la actividad antibacteriana de las concentraciones de la fracción "A" de H. aromaticum (Hook.) L.H. 
Bailey "manzanilla macho" 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LA FRACCIÓN A (mm) • 
S% 10% 20% 30% e+ e-
Bacil/us cereus o 16±1 17,7±0,58 20,7±1,53 28,3±1 ,53 o 
Bacillus subtilis o 15,7±0,58 18,3±0,58 19,7±0,58 25,7±0,58 o 
Enterococcus faecalis o 18±1 21,3±1 '15 24,3±1, 15 22,3±0,58 o 
Staphylococcus aureus o 17±1 19,3±0,58 31±2 15,3±0,58 o 
Escherichia coli o o o 21±2 24,3±1,15 o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 21,7±0,58 o 
Klebsiefla pneumoniae o o o o 26±1 o 
Salmonella typhi o o o o 20,3±0,58 o 
Shigella dysenteriae o o o o 18±1 o 
Proteus vulgaris o o o o 21±1 o 
* Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); valor promedio del ensayo por triplicado y su 
respectiva desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
C -: Metanol. 
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Tabla 3: Evaluación de la actividad antibacteriana de las concentraciones de la fracción "B" de H. aromaticum (Hook.) L.H. 
Bailey "manzanilla macho" 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LA FRACCIÓN B (mm) • 
5% 10% 20% 30% e+ e-
Bacil/us cereus o o o o 27,3±0,58 o 
Bacil/us subtilis 14,3±1,53 20,7±0,58 22,7±1,15 25,3±1,53 26,3±0,58 o 
Enterococcus faeca/is o 15±1,73 16,7±1,15 19,7±1,15 21±1 o 
Staphylococcus aureus o 13±1 15±1 21,3±0,58 14,7±0,58 o 
Escherichia coli o o 19,7±0,58 21±1 23,7±1,53 o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 21,7±0,58 o 
Klebsiel/a pneumoniae o o o o 26,7±0,58 o 
Salmonel/a typhi o o o o 28±1,73 o 
Shigella dysenteriae o o o o 7,3±0,58 o 
Proteus vulgaris o o o o 21±1 o 
* Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); valor promedio del ensayo por triplicado y su 
respectiva desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
e -: Metanol. 
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Tabla 4: Evaluación de la actividad antibacteriana de las concentraciones de la fracción "e" de H. aromaticum (Hook.) L.H. 
Bailey "manzanilla macho". 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LA FRACCIÓN C (mm). 
5% 10% 20% 30% e+ e· 
Bacil/us cereus o 7,7±0,58 9,3±0,58 10,7±0,58 28±1,73 o 
Bacil/us subtilis o 17,7±1,15 21,3±1,15 28, 1±1 ,73 25,3±0,58 o 
Enterococcus faecalis o 21,7±0,58 24,7±0,58 25,3±0,58 21±1,73 o 
Staphylococcus aureus 16,3±0,58 20,3±1,15 22,3±0,58 24,7±0,58 14,7±0,58 o 
Escherichia coli o 10,3±0,58 15,7±0,58 22,3±0,58 24,7±0,58 o 
Pseudomona aeruginosa o o 13,7±0,58 15,7±0,58 21,7±0,58 o 
Klebsiella pneumoniae o 11,3±0,58 14±1 14,7±0,58 26,7±0,58 o 
Salmonella typhi o 9,7±0,58 13,7±0,58 17±1 28,3±1,15 o 
Shigella dysenteriae o o 11,7±0,58 15,3±0,58 18,3±1,15 o 
Proteus vulgaris o o 9,3±0,58 12,7±0,58 20,7±1,15 o 
* Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); valor promedio del ensayo por triplicado y su respectiva 
desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
e -: Metanol. 
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Tabla 5: Evaluación de la actividad antibacteriana de las concentraciones de la fracción "D" de H. aromaticum (Hook.) L.H. 
Bailey "manzanilla macho" 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LA FRACCIÓN O (mm) • 
5% 10% 20% 30% e+ e· 
Bacillus cereus o o o o 27,3±0,58 o 
Bacillus subtilis o o o 12,7±0,58 26,3±0,58 o 
Enterococcus faecalis o o o o 19,3±0,58 o 
Staphy/ococcus aureus o 11,3±0,58 13,3±1,53 16,7±2,08 14,3±0,58 o 
Escherichia coli o o o o 24,3±1,15 o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 21,3±0,58 o 
Klebsiella pneumoniae o o o o 25,7±0,58 o 
Saimonella typhi o o o o 28,7±0,58 o 
Shigel/a dysenteriae o o o o 17,7±0,58 o 
Proteus vulgaris o o o o 21,7±0,58 o 
*Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); valor promedio del ensayo por triplicado y su respectiva 
desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
e·: Metanol. 
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Tabla 6: Evaluación de la actividad antibacteriana de las concentraciones de la fracción "E" de H. aromaticum (Hook.) L. H. 
Bailey "manzanilla macho" 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LA FRACCIÓN E (mm) • 
5% 10% 20% 30% e· e-
Bacillus cereus o o o o 27,7±0,58 o 
Bacillus subtilis o o o o 26,7±0,58 o 
Enterococcus faecalis o o o o 17,7±1,15 o 
Staphylococcus aureus o o o o 14,3±0,58 o 
Escherichia coli o o o o 23±1 o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 21,3±1,15 o 
Klebsiel/a pneumoniae o o o o 25,3±0,58 o 
Salmonel/a typhi o o o o 28±1 o 
Shigella dysenteriae o o o o 18,3±1,15 o 
Proteus vulgaris o o o o 21,3±0,58 o 
* Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); valor promedio del ensayo por triplicado y su respectiva 
desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
e -: Metanol. 
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Para las comparaciones estadísticas se evaluó la actividad antibacteriana comparando 
entre concentraciones para una misma especie bacteriana y para una misma fracción 
que tuvo como requisito al menos un tratamiento con un diámetro distinto de O mm. 
Los tratamientos donde más de una concentración tuvo valores mayores a O mm 
fueron graficados en las siguientes figuras. 
Desde la Fig. 1 hasta la Fig. 19 se muestra la comparación entre concentraciones de 
subgrupos de tratamientos. 
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Fig. 1.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Bacil/us subtilis con diferentes concentraciones de la fracción 
"A". Control oxacilina de 1 ~g/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 2.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Bacillus cereus con diferentes concentraciones de la fracción 
"A". Control oxacilina 1 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 3.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Enterococcus faecalis con diferentes concentraciones de la 
fracción "A". Control oxacilina 1 ¡.Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 4.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Staphylococcus aureus con diferentes concentraciones de la 
fracción "A". Control oxacilina de 1 ¡.~g/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 5.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Bacil/us subtilis con diferentes concentraciones de la fracción 
"8". Control oxacilina de 1 ¡.tg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 6.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Enterococcus faecalis con diferentes concentraciones de la 
fracción "8". Control oxacilina 1 ~g/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 7.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Staphylococcus aureus con diferentes concentraciones de la 
fracción "B". Control oxacilina de 1 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 8.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Escherichia coli con diferentes concentraciones de la fracción 
"8". Control norfloxacino de 10 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
*: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,05. 
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Fig. 9.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Bacillus subtilis con diferentes concentraciones de la fracción 
"C". Control oxacilina de 1 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 10.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Bacil/us cereus con diferentes concentraciones de la fracción 
"C". Control oxacilina de 1 ¡.Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 11.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Enterococcus faecalis con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control oxacilina 1 ~g/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
38 
so 
4§ 
~ 
40 
~ 3§ ~ 
..,.,.,. 30 
·~ 2§ ~ ,~, 
~ 20 
~m 15 ........ ·~ 
10 
S 
o 
30 
*** ,, 
.------------------•*• ------------------
20 1.10 
·Coneentraeión, (%) 
••• 
S Control 
Fig. 12.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Staphylococcus aureus con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control oxacilina de 1 ¡.Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 13.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Escherichia coli con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control norfloxacino de 1 O ~g/ m l. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 14.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa con diferentes concentraciones de 
la fracción "C". Control norfloxacina de 1 O ¡.Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 15.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de K/ebsiella pneumoniae con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control norfloxacina de 1 O ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 16.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Salmonel/a typhi con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control norfloxacina de 10 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
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Fig. 17.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Shigel/a dysenteriae con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control norfloxacina de 10 ¡Jg/mL. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
**: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,01. 
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Fig. 18.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Proteus vulgaris con diferentes concentraciones de la 
fracción "C". Control norfloxacina de 1 O IJg/mL. Las barras representan la desviación estándar. 
***: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,001. 
45 
40 
35 
~ 
E 3,QI E ~
el 25 
~ 20 E • 
<!>(g; 15 Z5 
10 
S 
o 
~.1() 201 10 s Control 
Concentración ( 0/Q) 
Fig. 19.- Halo de inhibición generados por el tratamiento de un cultivo de Staphylococcus aureus con diferentes concentraciones de la 
fracción "D". Control oxacilina 1 ¡Jg/ml. Las barras representan la desviación estándar. 
*: Diferencia significativa entre tratamientos P<0,05. 
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Separación y aislamiento mediante técnicas cromatográfrcas de los principios 
activos de la fracción "C" que presentó mayor actividad 
A partir de la cromatografía preparativa en capa fina de la fracción "C" se 
obtuvieron 6 bandas a las que se denominaron (banda H1, banda H2, banda H3, 
banda H4, banda H5, banda H6), (ver Fig. 20). 
Se evaluó la actividad antibacteriana de cada banda, resultando la banda H3 la que 
presentó mayor actividad frente a 5 bacterias, seguida de la banda H5 que presentó 
frente a 4 bacterias y la banda H6 frente a 3 bacteria (ver Tabla 7). 
Luego se repurificó la banda H3 por ser el producto mayoritario y el que presento 
mayor actividad antibacteriana mediante cromatografía preparativa en capa fina 
(CCFP) y se obtuvo 5 sub-bandas a las que se denominaron (HA-1, HA-2, HA-3, 
HA-4. HA-5).Siendo el compuesto mayoritario él HA-1 y HA-2. El otro compuesto 
mayoritario resultante fue la banda H4 las cuales fueron mandados a elucidar 
conjuntamente. 
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Tabla 7: Actividad antibacteriana de las bandas obtenidas de la fracción "e" del extracto etanólico de H. aromaticum (Hook.) L.H. 
Baile y "manzanilla macho". 
ESPECIE DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN DE LAS BANDAS (mm) • 
H1 H2 H3 H4 H5 H6 e+ e-
Bacillus cereus o o o o o o 28.3±1.53 o 
Bacil/us subtilis o 15.7±0,58 18.3±0.58 o 20.7±0.58 20.3±0.58 25.7±0.58 o 
Enterococcus faecalis o o 21.3±1.15 o 12.7±0.58 o 22.3±0.58 o 
Staphylococcus aureus o o 19.3±0.58 31±2 18.3±1.53 11 15.3±0.58 o 
Escherichia coli o o 10.3±0.58 o o o 24.3±1.15 o 
Pseudomona aeruginosa o o o o o o 21.7±0.58 o 
Klebsiella pneumoniae o o o o o o 26±1 o 
Salmonella typhi o o o o o o 20.3±0.58 o 
Shigella dysenteriae o o o o o o 18±1 o 
Proteus vulgaris o o 15.3±0.6 o 15.3±0.58 12.7±0.58 21±1 o 
*Zona de inhibición, incluyendo el diámetro del sacabocado (6 mm); con± desviación estándar. 
e+: Oxacilina para bacterias Gram+ y Norfloxacina para bacterias Gram -. 
e -: Metano!. 
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Elucidación estructural de los metabolitos secundarios mayoritarios 
La fracción de mayor actividad antibacteriana resultó ser la fracción "C. 
De esta fracción se aisló dos metabolitos secundarios mayoritarios HA-2 (389 mg) y 
H4 (120 mg). 
Elucidación estructural del producto HA-2 
Este producto HA-2 resultó ser uno de los compuestos mayoritarios de la fracción 
"C", se aisló como un sólido cristalino de color blanco soluble en cloroformo, 
diclorometano, acetato de etilo y metano!. 
El espectro 1H-RMN del producto HA-2 disuelto en cloroformo deuterado (CDCh) 
(ver anexo, Fig. 21) muestra varias señales de alta intensidad entre 0,968 y 7,716 
ppm asignadas· a 14 H de tipo lactona sesquiterpénica que han sido asignadas 
según la (ver anexo, Tabla 8 y 9). 
El espectro de RMN 13C del compuesto HA-2 (ver anexo, Fig. 22) presenta señales 
para 15 carbonos que aparecen entre 212,36 y 18,677 ppm la cual corresponde a 
la estructura básica de una lactona sesquiterpénica. 0Jer anexo, Tabla 10). 
En el espectro HSQC muestra las correlaciones entre los átomos de carbono e 
hidrogeno Ner anexo, Fig. 24 y Tabla '11) que corresponden a la estructura básica 
de una lactona sesquiterpenica. 
El espectro de 1H-1H COSY muestra las correlaciones entre los átomos de 
hidrógeno (ver anexo, Fig. 23 y Tabla 12) que corresponden a la estructura básica 
de una lactona sesquiterpenica. 
En base a la información presentada y por comparación con datos bibliográficos, 
proponemos la estructura del compuesto HA-2 como helenalina (ver Fig. 25) 
so 
correspondiente a una lactona sesquiterpénica presente en especies de este 
género. 
Elucidación estructural del producto H4 
El espectro 1 H-RMN del producto H4 disuelto en clorofonno deuterado (CDCh) (ver 
anexo, Fig. 26) muestra varias señales de alta intensidad entre 7,584 y 1,191 ppm 
asignadas a 14 H de tipo lactona sesquiterpénica que han sido asignada según la 
(ver anexo, Tabla 13 y 14). 
El espectro de RMN 13C del compuesto H4 (ver Fig. 27) presenta señales para 16 
carbonos que aparecen entre 210,762 y 20,756 ppm la cual corresponde a la 
estructura básica de una lactona sesquiterpénica. (Ver anexo, Tabla 15). 
El espectro de 1 H-1 H COSY del compuesto H4 muestra las correlaciones entre los 
átomos de hidrógeno (ver anexo, Fig. 28 y Tabla 16) que corresponden a la 
estructura básica de una lactona sesquiterpénica. 
En base a la infonnación presentada y por comparación con datos bibliográficos, 
proponemos la estructura del compuesto H4 como acetato de helenalina. (Ver Fig. 
29). 
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Fig. 22.- Espectro 13C-RMN del compuesto HA-2 de la fracción "C". 
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Fig. 28.- Espectro 1H-1H COSY del compuesto H4 de la fracción "C". 
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V. DISCUSIÓN 
En el estudio fitoquímico realizado al extracto etanólico de H. aromaticum 
(Hook.) L.H. Bailey "manzanilla macho" se determinó de manera cualitativa 
la presencia de metabolitos secundarios de acuerdo a la técnica descrita por 
Lock (1994). Al realizar el screening fitoquímico se reporta la presencia de 
flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, aminoácidos, esteroides y/o 
triterpenoides, alcaloides, y catequinas (ver Tabla 1) semejante a lo 
reportado por Sanabria (1983), quien realizó un estudio fitoquímico a 40 
plantas de la familia Asteraceae (Compositae), reportando que la mayoría 
de plantas estudiadas tienen buenas perspectivas, especialmente por su 
contenido de alcaloides, esteroides y/o triterpenoides, flavonoides y lactonas 
sesquiterpénicas; por lo tanto estas especies merecen un estudio más 
profundo desde el punto de vista químico y de su actividad biológica <35>. 
También Alvarenga y col. (2001), reportan para la tribu Heleniae la 
presencia de triterpenoides, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas 
semejante a lo reportado. Existen diversas variables que podrían explicar 
esta aparente disparidad en los resultados. Por un lado la composición 
química de las plantas, influenciada por las características edáficas y 
climáticas del lugar de recolección <36>. 
La evaluación de la actividad antibacteriana, de las fracciones del extracto 
etanólico de H. aromaticum que presentaron actividad fueron las fracciones 
A, B, C y D en distintas concentraciones. 
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Según el screening fitoquímico de las fracciones se reportó la presencia de 
flavonoides, alcaloides, triterpenoides y lactonas sesquiterpénicas tal como 
lo indica Domingo y López (2003) que en el mundo se producen alrededor 
de 100.000 metabolitos secundarios, de los cuales un porcentaje 
significativo posee cierta actividad frente a microorganismos, entre los que 
se encuentran los compuestos fenólicos simples, taninos, quinonas, 
cumarinas, flavonas, terpenoides, alcaloides y lactonas sesquiterpénicas 
semejante a lo reportado <37>. 
La fracción "E" (fracción acuosa remanente) no presentó actividad 
antibacteriana ya que presentó flavonoides y catequinas en menor cantidad 
según la reacción de shinoda y las catequinas según Merizzi y Gianfranco 
(2002) determinan que estos compuestos son antioxidantes poderosos y no 
presentan actividad antibacteriana <38>. Según los resultados de la 
observación de los metabolitos secundarios presentes en la fracción "E" por 
el método de cromatografía en capa fina (CCF) se reporta la presencia de 
muy pocos metabolitos secundarios a comparación con las otras fracciones 
del extracto etanólico de H. aromaticum. 
En la evaluación antibacteriana, de la fracción "A" (extracto etanólico total) 
presentó mayor actividad antibacteriana a concentraciones al 30% contra las 
especies bacterianas evaluadas y teniendo mayor actividad contra bacterias 
Gram (+) debido a la presencia de flavonoides (ver Tabla 2). Ya que la 
actividad antimicrobiana de los flavonoides se debe probablemente a su 
afinidad y unión a proteínas solubles extracelulares como las quinonas y los 
62 
flavonoides que son lipofílicos también pueden romper las membranas 
microbianas <39>, los requerimientos estructurales para la actividad 
antibacteriana aún no han sido bien definidos; sin embargo, hay un acuerdo 
de que al menos debe estar presente un grupo OH y cierto grado de 
lipofilicidad. La toxicidad se ejerce a través de la acidez del grupo hidroxilo 
por desacoplamiento de la fosforilación oxidativa. Es posible que los 
protones sean conducidos a través de la membrana citoplasmática 
destruyendo el diferencial de protones producidos en el transporte 
electrónico requerido para la formación de ATP <40>. 
S. aureus fue la especie bacteriana más sensible, ya que los flavonoides es 
uno de los grupos que actúa mejor frente a esta bacteria y en su estructura 
presentan un prenilo (a veces más de uno) o grupos geranilo que 
supuestamente contribuyen a la lipofilia y solubilidad de la membrana de 
estos compuestos <41 >. Según la comparación estadística se evaluó la 
actividad antibacteriana de la fracción "A" comparada entre concentraciones 
para una misma especie bacteriana resultando significativamente superior al 
control para S. aureus. (Fig. 4). 
La evaluación antibacteriana de la fracción "8" (fracción insoluble), presentó 
mayor actividad antibacteriana a concentraciones al 30% contra las 
especies bacterianas evaluadas y teniendo mayor actividad contra bacterias 
Gram +debido a la presencia de flavonoides y triterpenoides (ver Tabla 3). 
Ya que los flavonoides presentan actividad antibacteriana descrita 
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anteriormente y los triterpenoides pueden actuar dependiendo de su 
naturaleza química: los de naturaleza hidrocarbúrica tienen generalmente 
acción depresora sobre la tensión superficial lo que tiene lugar en el entorno 
de la célula bacteriana, altera la selectividad de la membrana citoplasmática 
para el intercambio de sustancias; y los triterpenoides de naturaleza 
alcohólica pueden alterar la naturaleza coloidal del protoplasma de la célula 
provocando su muerte <42>. 
Dentro de las bacterias Gram ( +) la fracción "B" no presentó actividad 
antibacteriana contra Bacillus cereus ya que es un bacilo esporulado y por 
ende son más resistentes <43> y esto se debe también que en la fracción "B" 
hay un grupo de flavonoides extraídos con diclorometano en comparación 
de la fracción "A" que presenta varios flavonoides y estos aumentan su 
potencialidad antibacteriana. Según la comparación estadística se evaluó la 
actividad antibacteriana de la fracción "B" comparada entre concentraciones 
para una misma especie bacteriana resultando significativamente superior al 
control también para S. aureus. (Ver Fig. 7). 
En la evaluación antibacteriana de la fracción "O" (fracción diclorométanica -
etanólica), presentó mayor actividad antibacteriana a concentraciones al 
30% contra S. aureus y B. subtilis (ver Tabla 5), debido a la presencia de 
flavonoides, triterpenoides y alcaloides. Ya que los flavonoides y 
triterpenoides presentan actividad antibacteriana descrita anteriormente y 
los alcaloides presentan su mecanismo de acción al parecer mediante la 
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intercalación entre la pared celular y el DNA del microorganismo <37). Se 
reporta que algunos alcaloides tienen actividad contra S. aureus, E. coli y P. 
aeruginosa <37>. La fracción "D" presentó actividad antibacteriana contra dos 
especies bacterianas ya que según la cromatografía en capa fina se observa 
la presencia de muy pocos metabolitos secundarios a comparación de las 
otras fracciones. Según la comparación estadística se evaluó la actividad 
antibacteriana de la fracción "D" comparada entre concentraciones para una 
misma especie bacteriana resultando significativamente inferior al control 
también para S. aureus. 0Jer Fig. 19). 
En la evaluación antibacteriana de la fracción "C" (fracción diclorométanica), 
presento mayor actividad antibacteriana a concentraciones del 30% contra 
las 1 O especies bacterianas evaluadas teniendo actividad contra bacterias 
Gram (+) y bacterias Gram (-), debido a la presencia de flavonoides, 
triterpenoides, alcaloides y lactonas sesquiterpénicas. Ya que los 
flavonoides, triterpenoides y alcaloides presentan actividad antibacteriana 
descrita anteriormente. La actividad antibacteriana de las lactonas 
sesquiterpénicas, probablemente, se puedan explicar debido a los enlaces 
a, 13-insaturados (vinílico ó exocíclico), presentes en esta clase de 
compuestos, sin embargo, pueden existir otras funciones en las estructuras 
de las lactonas sesquiterpénicas como los epóxidos cis o trans, que también 
pueden aumentar o disminuir la actividad antibacteriana. Por lo anterior, 
puede explicarse que la presencia o ausencia de estas funciones, presente 
notablemente las diferentes actividades. El mecanismo de acción de estos 
compuestos contra estas bacterias no está definido, pero se reporta, entre 
otros, que puede envolver al metileno exocíclico del anillo de la lactonas 
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sesquiterpénicas en adiciones nucleofílicas al ADN o algunas enzimas <44• 45>. 
Según los resultados de la cromatografía en capa fina (CCF) de la fracción 
"C" se observa mayor cantidad de metabolitos secundarios a comparación 
con las otras fracciones. Es importante resaltar que la actividad 
antimicrobiana detectada no se atribuye a un compuesto en específico, 
debido a que es posible que se encuentren mezclas de sustancias, lo cual 
es muy común cuando de metabolitos secundarios se trata y porque se está 
ensayando un extracto o fracción en donde puede existir el sinergismo entre 
los metabolitos secundarios <19>. Por tal razón la fracción "C" presentó mayor 
actividad antibacteriana en comparación con las demás fracciones. 
Según la comparación estadística se evaluó la actividad antibacteriana de la 
fracción "C" comparada entre concentraciones para una misma especie 
bacteriana resultando significativamente superior al control para 
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.(Ver Fig. 11, 12). 
Los resultados concuerdan con Jo que reporta Barrera E. y col. (2011) donde 
evaluaron la actividad antibacteriana de ocho extractos de las flores de 
Helenium mexicanum HBK; frente a 1 O bacterias patógenas humanas, 
presentando la más alta actividad frente a S. aureus, concordando con el 
presente estudio realizado en la especie H. aromaticum (Hook.) L.H. Bailey, 
donde se evaluó 5 fracciónes contra 1 O bacterias presentado la más alta 
actividad frente S. aureus (ver Tabla 4). 
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La fracción "C" que presentó mayor actividad antibacteriana se le realizó la 
separación y aislamiento mediantes técnicas cromatográficas (cromatografía 
en capa fina (CCF) y cromatografía en capa fina preparativa (CCFP), 
obteniéndose 6 bandas a las que denominamos H1, H2, H3, H4, HS Y H6. 
(Ver Fig. 20). 
Al evaluar la actividad antibacteriana de estas bandas, la que presentó 
mayor actividad antibacteriana fue la banda H3 teniendo actividad contra B. 
subtilis, E. faeca/is, S. aureus, E. coli, P. vulgaris (ver Tabla 7). Esto 
resultados obtenidos se deben a que los compuestos más separados de 
manera independiente no presentan mejor actividad que la fracción "C" 
cuyos metabolitos secundarios están en sinergismos. 
Por lo tanto se puede asumir que el compuesto responsable de la actividad 
antibacteriana de la banda H3 son lactonas sesquiterpénicas ya que estos 
metabolitos predominan en la familia Asteraceae, son sustancias amargas 
que se encuentran en toda la parte de la planta y durante todo su ciclo de 
desarrollo y su concentraciones varían entre el 0.01% al 8% del peso seco 
(46) 
La diversidad de lactonas sesquiterpénicas han sido aisladas desde la 
familia Asteraceae y se han estudiado frente a bacterias Gram negativas (E. 
coli, K. pneumonie) y Gram positivas (S. aureus, B. subtilis y Streptococcus 
beta hemolítico grupo A) indicando que presentan una alta inhibición frente a 
ambos tipo de bacterias, siendo más efectivas en Gram positivas <46>. 
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Los compuestos mayoritarios HA-2 y H4 obtenidos de la fracción "C" se 
elucidaron estructuralmente mediante técnicas espectroscópicas de RMN de 
H\ C13, experimentos bidimensionales: (COSY-HSQS), software ACD LABS 
y mediante bibliográfias del género de la especie se pudo establecer la 
estructura. 
Se propuso estructuras de lactonas sesquiterpénica presente en la especie 
como helenalina que fue propuesta por primera vez por Clark J. (1982) 
concordando que es una sustancia amarga y estornutatoria presente en el 
género. Para la determinación de la estructura de helenalina concordamos 
con Wener y Col. {1963) que informaron por primera la estructura 
establecida de esta lactona sesquiterpénica con la fonnula C1s H1a 04 oomo 
constituyente de las especie Helenium. Se pudo establecer las estructura de 
lactonas sesquiterpénicas como helenalina y acetato de helenalina 
presentes en la especie H. aromaticum {HOOK) BAILEY concordando con 
Romo J. y Nathan J. {1963) que reportaron las estructuras de helenalina, 
aromatin y aromaticin que son derivados de la helenalina presentes en la 
misma especie. 
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VI. CONCLUSIONES 
De los ensayos realizados finalmente se concluye lo siguiente: 
1. El screening fitoquímico del extracto etanólico de H. aromaticum presentó 
los siguientes metabolitos secundarios: tanino, flavonoides, aminoácidos, 
triterpenos y/o esteroides, lactonas sesquiterpénicas, alcaloides y 
catequinas. 
2. El extracto etanólico de H. aromaticum presenta actividad antibacteriana in 
vitro contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. La fracción "C" del 
extracto etanólico de H. aromaticum, presentó mayor actividad frente a las 
1 O especies evaluadas y siendo significativamente mayor al control positivo 
(antibiótico) con respecto a E. faecalis, S. aureus. 
3. Del fraccionamiento del extracto etanólico de H. aromaticum, las fracciónes 
"A", "8", "C" y "O" presentaron actividad antibacteriana contra S. aureus 
siendo esta la bacteria más sensible. 
4. De la fracción "C" se obtuvieron 6 bandas a las que se denominaron (H1, 
H2, H3, H4, H5, H6). siendo la banda H3 quien presentó mayor actividad 
antibacteriana frente (S. aureus, E. faecalis, B. subtilis, P. vulgaris, E. coli). 
5. Se aislaron dos compuestos mayoritarios (HA-2 y H4) presentes en la banda 
H3, donde se determinó la estructura de dos lactonas sesquiterpénicas 
conocidas como Helenalina y acetato de helenalina. 
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VIl. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS 
1. Evaluar la actividad antibacteriana de las diferentes partes (hoja, flores, tallo 
raíz) de la especie H. aromaticum. 
2. Realizar diferentes extractos de H. aromaticum utilizando otros solventes de 
distinta polaridad. 
3. Continuar con el estudio microbiológico probando las fracciones del extracto 
etanólico de H. aromaticum frente a otras especies bacterianas, hongos y 
virus. 
4. Realizar estudios para determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) 
y concentraciones mínimas bactericidas (MBC) del extracto etanólico de H. 
aromaticum. 
5. Realizar estudios in vivo del extracto etanólico de H. aromaticum a fin de 
verificar si con los resultados in vitro son similares. 
6. Realizar estudios toxicológicos al extracto etanólico y las fracciones de H. 
aromaticum. 
7. Realizar la elucidación estructural de los metabolitos secundarios presentes 
en la fracción "C" y demás fracciones del extracto etanólico de H. 
aromaticum. 
8. Estudiar la posibilidad de la acción sinérgica de las bandas aisladas. 
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IX. ANEXOS 
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Clasificación botánica 
La muestra vegetal completa ha sido estudiada y clasificada como: He/enium 
aromaticum (Hook.) L.H. Bailey, por el Dr. Hind, D.J. Nicholas, investigador 
responsable en Asteráceas del Royal Botanic Gardens, Kew- UK; con Voucher 
de Colecta No KPP-222 (lca-2008) y tiene la siguiente posición taxonómica, 
según el sistema de clasificación de Arthur Cronquist (1981) "In lntegrated 
System of Oassification of Aowering Plants" <30>. 
DIVISIÓN: MAGNOLIOPHYTA 
CLASE: MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE: ASTERIDAE 
ORDEN: ASTERALES 
FAMILIA: ASTERACEAE (= Compositae) 
GÉNERO: He/enium 
ESPECIE: He/enium aromaticum (Hook.) L. H. Bailey 
Nombre vulgar: 
"manzanilla macho" (Yauca del Rosario/lea), "manzanilla de campo" o "manzanilla de 
cerro" (Valparaiso/Chile) 
Sinónimos <31> 
Cephalophora aromatica (Hook.) Schrad. 
Cephalophora collina Phil. 
Cephalophora lanceo/ata Phil. 
Cephalophora tenera Cass. 
Gaillardia aromatica Baill. 
Graemia aromatica Poepp. ex Hook. 
Grahamia aromatica Spreng. 
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Descripción de la especie 
Es una hierba hasta de 0,60 m de altura, erecto y poca ramificada 
basal mente, formando una cobertura de hasta 30 cm. Tallo delgado verde 
amarillento semi-pubescente. Hojas lanceoladas de borde ligeramente 
dentado en la parte superior de la planta y hojas basales en mayor número 
lanceoladas-espatuladas de borde más sinuoso y dentado (a lobulado). 
Hojas alternas, sésiles, de color verde claro y con nervadura central notoria 
en el haz de coloración blanquecina. Flores pequeñas de color amarillo 
limón de olor característico agradable similar a manzanilla 
(Matricaria chamomílla L.), dispuestas en cabezuelas totalmente esféricas 
terminales y compactas de aproximadamente 10-14 mm de diámetro. Sus 
frutos son pequeños, a manera de conos invertidos, con la base negruzca y 
ápice blanquecino, de 2-3 mm largo. Hábitat en zonas de escorrentía de 
huaycos y ribereños con humedad esporádica, en suelos arenosos y 
arcillosos. 
Distribución 
Helenium es un género nativo de Norteamérica y Centroamérica. 
Comprende 208 especies descritas y de estas, solo 39 aceptadas32. 
H. aromatícum es una especie que en el Perú se distribuye en Arequipa, 
Ayacucho, Lima e lea <12· 13>. 
Usos 
Planta de valor medicinal, de nulo valor ornamental. En infusión y extracto se 
usa como febrífugo <33>. 
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Fig. 34.- Ftujograma de la marcha fitoquímica 
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Trasferir 1 ml .1 
Tubo N° 5 MacFarland 
Fig. 40.- Flujograma de la preparación del inóculo. 
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Fig. 41.- Flujograma del método de difusión en agar (excavación en placa). 
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Fig. 46.- Repurificación en capa preparativa y cromatografiado de los productos 
mayoritario de la banda H3 que presentó mayor actividad antibacteriana. 
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CONSTANCIA DE MUESTRA VEGETAL 
PARA HERBARIO 
CARTA N° 004-2014-AOG 
Quien subscribe deja expreso por la presente constancia que la muestra vegetal fértil y completa (01 
espécimen), colectada en Molletambo-Quebrada Huarangal (distrito Yauca del Rosario, provincia de lea, 
departamento de lea) y recibida de los Bachilleres en Ciencias Biológicas y actuales Tesistas de la Facultad 
de Ciencias Biológicas en la Universidad Nacional "San Luis Gonzaga" de lea: MARCOS JOEL 
HERNÁNDEZ PEÑA y ROBERTO CARLOS MENDOZA BAUTISTA, ha sido revisada y determinada 
taxonómicamente como Helenium aromatícum (Hook.) L.H.Bailey., hierba introducida en la Costa con el 
Nombre común brindado por los interesados de: "Manzanilla macho"; teniendo la siguiente posición 
taxonómica, según el Sistema de Clasificación de Arthur Cronquist (1981): 
REINO : PLANTAE Haeckel 
DIVISIÓN : MAGNOLIOPHYTA Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal CLASE 
MAGNOLIOPSIDA Cronquist, Takht. & Zimmerm. 
SUB-CLASE : ASTERIDAE Takht. 
SUPER-ORDEN: ASTERANAE Takht. 
ORDEN : ASTERALES Link. 
FAMILIA : ASTERACEAE Bercht. & J. Presl 
GÉNERO : Helenium L. 
ESPECIE : He/enium aromaticum (Hook.) L.H.Bailey 
Publicado en: The Standard Cyclopedia of Horticulture 3: 1443. 1915. 
SINÓNIMOS : Cephalophora aromatica (Hook.) Schrad. 
Cephalophora collina Phil. 
Cephalophora lanceolata Phil. 
Cephalophora tenera Cass. 
Gaillardia aromatica Baill. 
Graemia aromatica Poepp. ex Hook. 
Grahamia aromatica Spreng. 
Helenium collinum (Phil.) F.Meigen 
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-131722 
Determinado por: Blgo. Alfonso Orellana García 
Voucher de Colecta generado : A0-062 (UNICA) 
Voucher de Colecta revisado : DPP-222 (UNICA), BARCO DE (Kew Gardens): K000325925 
Se expide la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines académicos que crean 
conveniente. 
lea, 14 de Febrero del2014 
Investigador del Proyecto Kew Gardes Perú 
RPC 956-7234061 RPM# 968-655095 
bio_ aog@hotmail.com 
Fig. 48.- Constancia de la especie vegetal 
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Tabla 8: Desplazamiento de señales del espectro de RMN 1H del compuesto HA-2. 
POSICIÓN l) 1 H -pdipm 
H2 5.016 
H38 2.316 
H48 2.064 
H3b 1.860 
H58 3.119 
H68 7.716 
H78 6.157 
H10 4.463 
H11 3.590 
H14 1.210 
H15 0.968 
H168 6.387 
H16b 5.810 
H17 6.068 
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Según la Fig. 21, el espectro 1H-RMN muestra 14 señales los cuales corresponden a átomos de hidrogeno. La identificación de los 
diferentes tipos de hidrógenos correspondientes al compuesto activo se resume a continuación. 
Tabla 9: Análisis del espectro del compuesto HA-2. 
6 1 H -ppm Tipo de señal Integración Posición 
5.016 m 1H H2 
2.316 m 1H H38 
2.064 m 1H H48 
1.860 m 1H H3b 
3.119 dd 1H H58 
7.716 dd 1H H68 
6.157 dd 1H H78 
4.467 d 1H H10 
3.590 dd 1H H11 
1.210 S 3H H14 
0.968 S 3H H15 
6.387 d 1H H168 
5.810 d 1H H16b 
6.068 d 1H H17 
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Tabla 10: Análisis del espectro de RMN 13C del compuesto HA-2. 
En el espectro de desacoplamiento de 1H se muestra 15 señales, las cuales 
corresponde a diferentes tipos de átomos de carbono del compuesto. 
POSICION TIPO DE CARBONO l) 13C RMN 
2 CH(CH-0, METINO) 78.25 
3 CH2(METILENO) 39.41 
4 CH(METINO) 26.11 
5 CH(CH-CH=C-) 51.34 
6 CH(CH=C-, METINO) 164.07 
7 CH(CH=C-METINO) 129.89 
8 CUATERNARIO(C=O) 212.36 
9 CUATERNARIO 38.70 
10 CH(CH-0-H) 74.02 
11 CH(METINO) 50.78 
12 CUATERNARIO(C=CH2) 137.84 
13 CUATERNARIO(C=O) 169.85 
14 CH3(METILO) 20.14 
15 CH3(METILO) 18.67 
16 CH2 {METILENO) 123.10 
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Tabla 11: Espectro HSQC del compuesto HA-2. 
e ( li ppm) Hidrógenos correlacionados 
(li ppm) 
C-2 (78.25) H-2(5.016) 
C-3 (39.41) H-3a(2.316) 
C-3 (39.41) H-3b(1.860) 
C-4 (26.11) H-4(2.064) 
C-5 (51.34) H-5a(3.119) 
C-6 (164.07) H-6 (7.716) 
C-7 (129.89) H-7a(6.157) 
C-10 (74.02) H-10(4.457) 
C-11 (50.78) H-11 (3.590) 
C-14 (20.14) H-14(1.210) 
C-15 (18.67) H-15(0.968) 
C-16 (123.10) H-16a (6.387) 
C-16 (123.10) H-16b (5.810) 
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Tabla 12: Espectro 1H-1H COSY del compuesto HA-2 
1 H ( i5 ppm) Hidrógenos correlacionados ( i5 ppm) 
H2 5.016 
H38 2.316 
H48 2.064 
H3b 1.860 
H58 3.119 
H68 7.716 
H78 6.157 
H10 4.457 
H11 3.590 
H14 1.210 
H15 0.968 
H168 6.387 
H16b 5.810 
H17 6.068 
103 
Tabla 13: Desplazamiento de señales del espectro de RMN 1H del compuesto H4. 
POSICION l) 1 H-ppm 
H2 5.80 
H38 2.81 
H48 2.50 
H3b 2.22 
H58 3.28 
H68 7.58 
H78 6.13 
H9 3.97 
H10 5.69 
H11 4.80 
H14 2.07 
6.28 
5.95 
H21 1.19 
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Tabla 14: Análisis del espectro del compuesto H4. 
El espectro 1H-RMN muestra 14 señales los cuales corresponden a átomos de 
hidrogeno. La identificación de los diferentes tipos de hidrógenos correspondientes 
al compuesto activo se resume a continuación. 
li 1H-ppm TIPO DE INTEGRACION POSICION 
SEÑAL 
7.58 D 1H H6 
6.28 D 1H H 19a 
6.13 Dd 1H H7 
5.95 D 1H H 19b 
5.80 D 1H H2 
5.69 D 1H H 10 
4.80 M 1H H 11 
3.97 M 1H H9 
3.28 M 1H H5 
2.81 Dd 1H H3a 
2.50 Dd 1H H4 
2.22 M 1H H 3b 
2.07 S 3H H 14 
1.19 S 3H H 21 
lOS 
Tabla 15: Desplazamiento de señales del espectro de RMN 13C del compuesto H4. 
POSICIÓN TIPO DE CARBONO 5 13C RMN 
2 CH(CH-O,METINO) 77.459 
3 CH2(METILENO) 44.139 
4 CH(METINO) 27.208 
5 CH(CH-O,METINO) 53.368 
6 CH(CH=C-, METINO) 161.516 
7 CH(METINO) 130.375 
8 CUATERNARIO{C=O) 210.762 
9 CH(METINO) 55.368 
10 CH METINO 65.611 
11 CH(METINO) 53.815 
12 CUATERNARIO(C=CH2) 134.104 
13 CUATERNARIO(C=O) 169.070 
14 CH3(METILO) 21.457 
21 CH3{METILO) 20.756 
17 CUATERNARIO{C=O) 169.467 
19 CH2(METILENO) 123.087 
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Tabla 16: Espectro 1H-1H COSY del compuesto H4. 
1 H ( 6 ppm) Hidrógenos correlacionados ( 6 ppm) 
H2 5.80 
H38 2.81 
H48 2.50 
H3b 2.22 
H58 3.28 
H68 7.58 
H78 6.13 
H9 3.97 
H10 5.69 
H11 4.80 
H14 2.07 
H198 6.28 
H19b 5.95 
H21 1.19 
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Tabla 17: Valores porcentaje de inhibición relativa (PIR) de la fracción "A" a diferentes concentraciones. 
ESPECIE CONCENTRACIONES 
5% 10% 20% 30% 
Bacil/us cereus o 56,54 62,54 73,14 
Bacil/us subtilis o 61,09 71,21 76,65 
Enterococcus faecalis o 80,72 95,52 108,97 
Staphylococcus aureus o 111,11 124,18 202,61 
Escherichia coli o o o 86,42 
Pseudomona aeruginosa o o o o 
Klebsiella pneumoniae o o o o 
Salmonella typhi o o o o 
Shigella dysenteriae o o o o 
Proteus vu/garis o o o o 
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Tabla 18: Valores porcentaje de inhibición relativa (PIR) de la fracción "B" a diferentes concentraciones 
ESPECIE CONCENTRACIONES 
5% 10% 20% 30% 
Bacillus cereus o o o o 
Bacillus subtilis 54.37 78.70 86.31 96.19 
Enterococcus faecalis o 71.43 79.52 93.81 
Staphylococcus aureus o 92.20 102.04 144.90 
Escherichia coli o o 83.12 88.61 
Pseudomona aeruginosa o o o o 
Klebsiella pneumoniae o o o o 
Sa/monella typhi o o o o 
Shigel/a dysenteriae o o o o 
Proteus vulgaris o o o o 
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Tabla 19: Valores porcentaje de inhibición relativa (PIR) de la fracción "C" a diferentes concentraciones. 
ESPECIE CONCENTRACIONES 
5% 10% 20% 30% 
Bacillus cereus o 27.5 33.21 38.21 
Bacillus subtilis o 69.96 84.19 111.06 
Enterococcus faecalis o 103.33 117.62 120.48 
Staphylococcus aureus 110.88 138.10 151.70 168.03 
Escherichia coli o 41.70 63.56 90.28 
Pseudomona aeruginosa o o 63.13 72.35 
Klebsiella pneumoniae o 42.32 52.43 55.06 
Salmonel/a typhi o 34.28 48.41 60.07 
Shigel/a dysenteriae o o 63.93 83.61 
Proteus vu/garis o o 44.93 61.35 
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Tabla 20: Valores porcentaje de inhibición relativa (PIR) de la fracción "D" a diferentes concentraciones. 
ESPECIE CONCENTRACIONES 
5% 10% 20% 30% 
Bacillus cereus o o o o 
Bacillus subtilis o o o 48.29 
Enterococcus faecalis o o o o 
Staphylococcus aureus o 79.02 93 116.78 
Escherichia coli o o o o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 
Klebsiella pneumoniae o o o o 
Sa/monella typhi o o o o 
Shigella dysenteriae o o o o 
Proteus vulgaris o o o o 
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Tabla 21: Valores porcentaje de inhibición relativa (PIR) de la fracción "E" a diferentes concentraciones. 
ESPECIE CONCENTRACIONES 
5% 10% 20% 30% 
Bacillus cereus o o o o 
Bacillus subtilis o o o o 
Enterococcus faecalis o o o o 
Staphylococcus aureus o o o o 
Escherichia coli o o o o 
Pseudomona aeruginosa o o o o 
K/ebsiel/a pneumoniae o o o o 
Salmonella typhi o o o o 
Shigella dysenteriae o o o o 
Proteus vu/garis o o o o 
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Tabla 22: ANOVA de un factor para Bacillus subtilis- fracción "A" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Bacillus subtilis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1105,067 4 276,267 1036,000 ,000 
lntra-grupos 2,667 10 ,267 
Total 1107,733 14 
Tabla 23: Comparaciones múltiples- fracción "A" 
Variable dependiente: Diámetro para Bacillus subtilis 
t de Dunnett (bilateral)** 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -25,66667* ,42164 ,000 -26,8854 -24,4479 
10 e+ -10,00000* ,42164 ,000 -11,2187 -8,7813 
20 e+ -7,33333* ,42164 ,000 -8,5521 -6,1146 
30 e+ -6,00000* ,42164 ,000 -7,2187 -4,7813 
*.La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 24: ANOVA de un factor para Bacillus cereus- fracción "A" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Bacil/us cereus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1293,733 4 332,433 269,528 ,000 
lntra-grupos 12,000 10 1,200 
Total 1305,733 14 
Tabla 25: Comparaciones múltiples- fracción "A" 
Variable dependiente: Diámetro para Bacillus cereus 
t de Dunnett (bilateral)"" 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -28,33333. ,89443 ,000 -30,9187 -25,7480 
10 e+ -12,33333. ,89443 ,000 -14,9187 -9,7480 
20 e+ -10,66667. ,89443 ,000 -13,2520 -8,0813 
30 e+ -7,66667. ,89443 ,000 -10,2520 -5,0813 
*.La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 26: ANOVA de un factor para Enterococcus faecalis- fracción "A" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Enterococcus faecalis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
1 nter -grupos 1144,933 4 286,233 357,792 ,000 
lntra-grupos 8,000 10 ,800 
Total 1152,933 14 
Tabla 27: Comparaciones múltiples- fracción "A" 
Variable dependiente: Diámetro para Enterococcus faecalis 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error a195% 
de medias .Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -22,33333* ,73030 ,000 -24,4442 -20,2224 
10 e+ -4,33333* ,73030 ,000 -6,4442 -2,2224 
20 e+ -1,00000 ,73030 ,488 -3,1109 1 '1109 
30 e+ 1,33333 ,73030 ,266 -,7776 3,4442 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 28: ANOVA de un factor para Staphy/ococcus aureus- fracción "A" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Staphylococcus aureus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1476,400 4 369,100 325,676 ,000 
1 ntra-grupos 11,333 10 1,133 
Total 1487,733 14 
Tabla 29: Comparaciones múltiples- fracción "A" 
Variable dependiente: Diámetro para Staphylococcus aureus 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e· -15,33333* ,86923 ,000 -17,8458 -12,8208 
10 e· 1 ,66667* ,86923 ,232 -,8458 4,1792 
20 e· 4,0oooo· ,86923 ,003 1,4875 6,5125 
30 e· 15,66667* ,86923 ,000 13,1542 18,1792 
*.La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 30: ANOVA de un factor para Bacillus subtilis- fracción "B" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Bacillus subtilis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 272,400 4 68,100 51,075 ,000 
lntra-grupos 13,333 10 1,333 
Total 285,733 14 
Tabla 31: Comparaciones múltiples- fracción "B" 
Variable dependiente: Diámetro para Bacillus subtilis 
t de Dunnett (bilateral)** 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -12,00000* ,94281 ,000 -14,7252 -9,2748 
10 e+ -5,66667* ,94281 ,000 -8,3918 -2,9415 
20 e+ -3,66667* ,94281 ,010 -6,3918 -,9415 
30 e+ -1,00000* ,94281 ,680 -3,7252 1,7252 
*.La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 32: ANOVA de un factor para Enterococcus faecalis- fracción "8" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Enterococcus faecalis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 852,400 4 213,100 159,825 ,000 
lntra-grupos 13,333 10 1,333 
Total 865,733 14 
Tabla 33: Comparaciones múltiples- fracción "8" 
Variable dependiente: Diámetro para Enterococcus faeca/is 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -21,00000* ,94281 ,000 -23,7252 -18,2748 
10 e+ -6,00000* ,94281 ,000 -8,7252 -3,2748 
20 e+ -4,33333* ,94281 ,003 -7,0585 -1,6082 
30 e+ -1,33333 ,94281 ,462 -4,0585 1,3918 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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bhhTabla 34: ANOVA de un factor para Staphylococcus aureus- fracción "8" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Staphylococcus aureus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1476,400 4 369,100 325,676 ,000 
lntra-grupos 11,333 10 1,133 
Total 1487,733 14 
Tabla 35: Comparaciones múltiples- fracción "8" 
Variable dependiente: Diámetro para Staphylococcus aureus 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -15,33333* ,86923 ,000 -17,8458 -12,8208 
10 e+ 1,66667* ,86923 ,232 -,8458 4,1792 
20 e+ 4,00000* ,86923 ,003 1,4875 6,5125 
30 e+ 15,66667* ,86923 ,000 13,1542 18,1792 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 36: ANOVA de un factor para Escherichia coli- fracción "8" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Escherichia coli 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1680,040 4 420,100 572,864 ,000 
lntra-grupos 7,333 10 ,733 
Total 1687,733 14 
Tabla 37: Comparaciones múltiples- fracción "8" 
Variable dependiente: Diámetro para Escherichia coli 
t de Dunnett (bilateral) 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -23,66667* ,69921 ,000 -25,6877 -21,6456 
10 e+ -23,66667* ,69921 ,000 -25,6877 -21,6456 
20 e+ -4,00000* ,69921 ,001 -6,0210 -1,9790 
30 e+ -2,66667* ,69921 ,011 -4,6877 -,6456 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 38: ANOVA de un factor para Bacillus subtilis- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Bacil/us subtilis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1463,733 4 365,933 304,944 ,000 
lntra-grupos 12,000 10 1,200 
Total 1475,733 14 
Tabla 39: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Bacillus subtilis 
t de Dunnett (bilateral) ... 
{1) {J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
{1-J) 
inferior superior 
5 e+ -25,33333* ,89443 ,000 -27,9187 -22,7480 
10 e+ -7,66667* ,89443 ,000 -10,2520 -5,0813 
20 e+ -4,00000* ,89433 ,004 -6,5853 -1,4147 
30 e+ 2,66667* ,89433 ,043 ,0813 5,2520 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
121 
Tabla 40: ANOVA de un factor para Bacillus cereus- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Bacillus cereus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1271,733 4 317,933 397,417 ,000 
lntra-grupos 8,000 10 ,800 
Total 1279,733 14 
Tabla 41: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Bacillus cereus 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -28,00000* ,73030 ,000 -30,1109 -25,8891 
10 e+ -20,33333* ,73030 ,000 -22,4442 -18,2224 
20 e+ -18,66667* ,73030 ,000 -20,7776 -16,5558 
30 e+ -17,33333* ,73030 ,000 -19,4442 -15,2224 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 42: ANOVA de un factor para Enterococcus faecalis- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Enterococcus faecalis 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1329,733 4 332,433 415,542 ,000 
lntra-grupos 8,000 10 ,800 
Total 1337,733 14 
Tabla 43: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Enterococcus faecalis 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e· -21,00000* ,73030 ,000 -23,1109 -18,8891 
10 e· ,66667 ,73030 ,773 -1,4442 2,7776 
20 e· 3,66667* ,73030 ,002 1,5558 5,7776 
30 e· 4,33333* ,73030 ,000 2,2224 6,4442 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 44: ANOVA de un factor para Staphy/ococcus aureus- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Staphylococcus aureus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 206,000 4 51,500 96,563 ,000 
lntra-grupos 5,333 10 ,533 
Total 211,333 14 
Tabla 45: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Staphylococcus aureus 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ 1,66667 ,59628 ,058 -,0569 3,3902 
10 e+ 5,6666r ,59628 ,000 3,9431 7,3902 
20 e+ 7,66667* ,59628 ,000 5,9431 9,3902 
30 e+ 10,00000. ,59628 ,000 8,2765 11,7235 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 46: ANOVA de un factor para Escherichia coli- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Escherichia coli 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1180,040 4 295,233 1107,125 ,000 
lntra-grupos 2,667 10 ,267 
Total 1183,600 14 
Tabla 47: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Escherichia coli 
t de Dunnett (bilateral) 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -24,66667" ,42164 ,000 -25,8854 -23,4479 
10 e+ -14,33333* ,42164 ,000 -15,5521 -13,1146 
20 e+ -9,00000* ,42164 ,000 -10,2187 -7,7813 
30 e+ -2,33333* ,42164 ,001 -3,5521 -1,1146 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 48: ANOVA de un factor para Pseudomona aeruginosa- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Pseudomona aeruginosa 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1144,400 4 286,100 1430,500 ,000 
lntra-grupos 2,000 10 ,200 
Total 1146,400 14 
Tabla 49: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Pseudomona aeruginosa 
t de Dunnett (bilateral) 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -21,66667* ,36515 ,000 -22,7221 -20,6112 
10 e+ -21,66667* ,36515 ,000 -22,7221 -20,6112 
20 e+ -8,00000* ,36515 ,000 -9,0555 -6,9445 
30 e+ -6,00000* ,36515 ,000 -7,0555 -4,9445 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 50: ANOVA de un factor para Klebsiella pneumoniae- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Klebsiella pneumoniae 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1081,067 4 270,267 506,750 ,000 
lntra-grupos 5,333 10 ,533 
Total 1086,400 14 
Tabla 51: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Klebsiella pneumoniae 
t de Dunnett (bilateral) 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -26,66667* ,59628 ,000 -28,3902 -24,9431 
10 e+ -·15,33333* ,59628 ,000 -17,0569 -13,6098 
20 e+ -12,66667* ,59628 ,000 -14,3902 -10,9431 
30 e+ -12,66667* ,59628 ,000 -14,3902 -10,9431 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 52: ANOVA de un factor para Sa/monella typhi- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Salmonella typhi 
Suma de Media 
Gl F 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 1286,933 4 321,733 536,222 
lntra-grupos 6,000 10 ,600 
Total 1292,933 14 
Tabla 53: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Salmonel/a typhi 
t de Dunnett (bilateral) 
Sig. 
,000 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -28,33333* ,63246 ,000 -30,1614 -26,5052 
10 e+ -18,66667* ,63246 ,000 -20,4948 -16,8386 
20 e+ -14,66667* ,63246 ,000 -16,4948 -12,8386 
30 e+ -11 ,33333* ,63246 ,000 -13,1614 -9,5052 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 54: ANOVA de un factor para Shigella dysenteriae- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Shigella dysenteriae 
Suma de Media 
Gl F 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 888,933 4 222,233 555,583 
lntra-grupos 4,000 10 ,400 
Total 892,933 14 
Tabla 55: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Shigella dysenteriae 
t de Dunnett (bilateral) 
Sig. 
,000 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -18,33333" ,51640 ,000 -19,8260 -16,8407 
10 e+ -18,33333" ,51640 ,000 -19,8260 -16,8407 
20 e+ -6,66667" ,51640 ,000 -8,1593 -5,1740 
30 e+ -3,00000" ,51640 ,001 -4,4926 -1,5074 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 56: ANOVA de un factor para Proteus vu/garis- fracción "C" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Proteus vulgaris 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 931,733 4 232,933 582,333 ,000 
lntra-grupos 4,000 10 ,400 
Total 935,733 14 
Tabla 57: Comparaciones múltiples- fracción "C" 
Variable dependiente: Diámetro para Proteus vulgaris 
t de Dunnett (bilateral)-
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -20,66667. ,51640 ,000 -22,1593 -19,1740 
10 e+ -20,66667. ,51640 ,000 -22,1593 -19,1740 
20 e+ -11,33333. ,51640 ,000 -12,8260 -9,8407 
30 e+ -8,00000. ,51640 ,000 -9,4926 -6,5074 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**.Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Tabla 58: ANOVA de un factor para Staphy/ococcus aureus- fracción "D" 
Diámetro del halo de inhibición en (mm) para Staphy/ococcus aureus 
Suma de Media 
Gl F Sig. 
cuadrados cuadrática 
lnter-grupos 509,067 4 127,267 86,773 ,000 
Jntra-grupos 14,667 10 1,467 
Total 523,733 14 
Tabla 59: Comparaciones múltiples- fracción "D" 
Variable dependiente: Diámetro para Staphy/ococcus aureus 
t de Dunnett (bilateral)** 
(1) (J) Intervalo de confianza 
Diferencia 
Concentración Concentración Error al95% 
de medias Sig. 
del extracto del control típico Límite Límite 
etanólico positivo 
(1-J) 
inferior superior 
5 e+ -14,33333* ,98883 ,000 -17,1915 -11,4752 
10 e+ -3,00000* ,98883 ,040 -5,8582 -,1418 
20 e+ -1,00000* ,98883 ,712 -3,8582 1,8582 
30 e+ 2,33333* ,98883 ,118 -,5248 5,1915 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
**. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos 
los demás grupos. 
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Preparación de medios de cultivo, soluciones y reactivos 
1. Medios de cultivo 
Agar Müeller Hinton MERCK 
Infusión de carne 2,0 g 
Hidrolizado de caseína 17,5 g 
Almidón 1,5 g 
Agar agar 13,0 g 
Agua destilada 1000 ml 
Pesar 34 g del medio comercial y disolver en 1000 ml de agua destilada 
caliente, autoclavar a 121° C, durante 15 minutos, pH 7,4 ± 0,2 a 25°C. 
2. Soluciones 
3. 
Disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada estéril y 
autoclavar. 
Reactivos 
a. Reactivo de Mayer 
HgCI2 1,35 g 
Agua destilada 60ml 
Kl 5g 
Agua destilada 40ml 
Se mezcla y se diluye a 100 ml, se conserva en frasco ámbar. 
b. Reactivo de Wagner 
L2 
Kl 
Agua destilada 
1,25 g 
2,00g 
5ml 
Mezclar y diluir a 1 00 ml, conservar en frascos ámbar. 
c. Reactivo de Hager 
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d. 
e. 
f. 
Sol. saturada de ácido pícrico 1 ml 
Se conserva en frascos de color ámbar. 
Reactivo de Dragendorf 
Se prepararon dos soluciones 
Bi (N03)35 H20 Bg 
HN03 20ml 
Kl 27,2 g 
Agua destilada 50ml 
Mezclar y diluir a 100 ml, se conservó en frasco ámbar. 
Sol. cloruro férrico 
FeCb 
Agua destilada 
Se mezclan y se conservan en frascos ámbar. 
Sol. gelatina sal 
Se realizan tres soluciones para realizar la reacción. 
1 o Cloruro de sodio al 5 % 
NaCI 
Agua destilada 
2° Gelatina al 1% 
Gelatina 
Agua destilada 
3 o Gelatina - sal 
Gelatina 
NaCI 
Agua destilada 
1 g 
100 ml 
Sg 
100 ml 
1 g 
100 ml 
10 g 
10 g 
100 ml 
Se mezcla cada solución y se conserva en frasco hasta uso. 
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g. Reactivos de Shinoda 
Limaduras de magnesio 10 unid. 
HCI concentrado 3 gotas 
h. ReactivoS''de Ninhidrina 
Ninhidrina 0,25g 
Agua destilada 100 ml 
Se mezcla y se guarda en frasco ámbar hasta su uso. 
i. Reactivo de Lieberman - Burchard 
Anhídrido acético 3ml 
Ácido acético 5 gotas 
Mezclar y añadir 
H2S04 1 gota 
Mezclar, este reactivo se prepara al instante. 
j. Reactivo de Borntrager 
NaOH 5g 
Agua destilada 100 ml 
Se mezcla y se conserva en frasco ámbar 
k. Reactivo de Rosenhein 
HCI concentrado 1 ml 
Propano! o alcohol amílico 2ml 
Mezclar, éste reactivo se prepara al instante. 
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